阵发性睡眠性血红蛋白尿症（paroxysmal nocturnal hemoglobinuria, PNH）是由于造血干细胞PIG-A基因突变，使糖基磷脂酰肌醇（GPI）锚连蛋白链缺失，导致细胞对补体攻击敏感而被破坏溶解的一种溶血性疾病[@b1]。一项对全球PNH登记患者的调查研究显示，1 610例PNH患者中血栓发生率高达16%，远高于普通人群[@b2]--[@b3]；在已知的PNH患者死亡原因中，血栓事件所占比例高达40%\~67%，严重影响了PNH患者的生存时间和生活质量[@b4]--[@b5]。PNH有血栓形成倾向，但PNH易发血栓的机制仍尚未明确。目前认为，血细胞表面锚连蛋白缺失所致的反复溶血、一氧化氮（NO）过度消耗及血小板异常活化是导致PNH患者血栓形成的主要原因[@b6]。

以往研究显示，中国发生静脉血栓患者中，PROC、THBD基因的一些位点\[PROC c.574_576del（rs199469469）、PROC c.565 C\>T（rs146922325）、THBD c.-151G\>T（rs1698852）\]的突变频率较未发生血栓人群高，且与血栓的发生有着重要的关联：PROC c.574_576del和PROC c.565C\>T突变者发生血栓的相对危险度分别为2.71（95% *CI* 1.68\~4.36）和7.13（95% *CI* 3.49\~14.56），THBD基因5′端c.-151G\>T突变者发生血栓的相对危险度为2.80（95% *CI* 1.88\~4.29）[@b7]--[@b9]。本研究中，我们对我院近期收治的PNH患者进行分析，检测其常见的遗传及获得性易栓因素，并对上述血栓相关基因进行检测，旨在明确PNH患者可能的易栓因素。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例资料：收集自2009年12月1日至2015年8月1日在我院就诊的142例PNH患者临床资料，PNH诊断参照文献[@b10]标准，所有患者临床表现符合PNH且外周血粒细胞嗜水气单胞菌溶素变异体（Flaer）阴性细胞百分率≥1.0%。血栓均通过B超及（或）血管造影等影像学证据确诊。以性别、年龄相匹配的100名健康志愿者为正常对照。本研究符合赫尔辛基宣言要求，通过我院伦理委员会审核，所有患者及正常对照者均签署知情同意书。

2．实验室检查：常规检测D-二聚体、蛋白C（发色底物法，正常参考范围为70%\~140%）、蛋白S（凝固终点法，正常参考范围为76%\~135%）、抗凝血酶Ⅲ（发色底物法，正常参考范围为83%\~128%）、活化蛋白C（APC）抵抗（正常参考范围为\>2.1）、血脂（高、低密度脂蛋白正常范围分别为0.93\~1.81 mmol/L、\<3.37 mmol/L）、抗心磷脂抗体和狼疮抗凝物（LA-DRVVT法，正常参考范围为≤1.2）等常见易栓因素指标。

3．DNA测序：在美国国家生物技术信息中心（NCBI）的基因数据库中查询PROC和THBD基因序列并确定目的基因位点及相邻碱基序列。根据所获目的基因信息使用在线引物设计软件Primer 3.0进行引物序列设计，分别设计出用于检测不同位点突变的扩增引物序列和测序引物序列（[表1](#t01){ref-type="table"}）。因PROC两个基因突变c.574_576del和c.565C\>T位置十分靠近，所以对这两个位点的扩增、测序使用相同引物（rs146922325）。提取患者及正常对照者的外周血单个核细胞DNA，测定DNA浓度和纯度，经PCR扩增并纯化，达标者用于Sanger法检测DNA序列。

###### 扩增引物和测序序列

  引物名称       引物序列（5′→3′）                退火温度（°C）   扩增产物长度(bp)
  -------------- -------------------------------- ---------------- ------------------
  PCR引物                                                          
   rs146922325   上游引物：TACAATGAGCCTTCAAGAAG   56               499
                 下游引物：GCCAGGATGGACTCAGTGAT   62               
   rs16984852    上游引物：AGGGCAGGGTTTACTCATCC   66               500
                 下游引物：GACTGGCATTGAGGAAGGTC   66               
  DNA测序引物                                                      
   rs146922325   测序引物：CTAAGTATCATTGGTTCCTT   54               
   rs16984852    测序引物：CCAGGACCCCAAGCATGTTA   54               

4．随访：随访截至2015年8月1日，中位随访时间为26（0.5\~71）个月。所有患者每1\~3个月到院复查血常规、肝肾功能等指标，每半年或1年复查易栓指标和PNH克隆指标。无一例患者失访。

5．统计学处理：使用SPSS 20.0软件进行统计分析。其中经正态性检验符合正态分布的连续型变量组间比较使用双侧两独立样本的*t*检验；非正态分布的计量资料的组间比较进行两独立样本的双侧Wilcoxcon秩和检验；二分类数据使用Pearson卡方或Fisher精确检验，独立危险因素通过Logistics回归进行分析。取检验水平α=0.05，*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．PNH患者的临床资料：全部142例PNH患者中，男女比为1.54∶1，中位年龄39（7\~79）岁。其中血栓组患者21例（14.8%），男女比为1.33∶1，中位年龄35（20\~67）岁；非血栓组121例（85.2%），男女比为1.57∶1，中位年龄40（7\~79）岁。血栓组与非血栓组患者临床资料比较见[表2](#t02){ref-type="table"}，两组性别、年龄构成差异均无统计学意义。血栓患者中2例为动脉血栓（心肌梗死、肺栓塞合并脑梗死各1例）；19例为静脉血栓，其中腹腔静脉血栓15例、颅静脉窦血栓2例、上下肢深静脉血栓1例，1例患者同时合并有腹腔血栓和下肢深静脉血栓。21例血栓组患者中13例（61.9%）年龄≤40岁，16例（76.2%）发生腹腔血栓。PNH患者明确血栓的中位时间为PNH确诊后7（0.5\~67）个月，14例（66.7%）明确血栓时间在PNH诊断后的12个月之内。有5例发生多部位血栓，仅1例同一部位出现反复血栓。从临床表现看，血栓组经典型PNH、合并其他骨髓衰竭性疾病和亚临床型PNH的构成比例与非血栓组比较差异无统计学意义。血栓组患者的RBC、粒细胞CD59^−^、Flaer^−^及红细胞CD59^−^百分率均高于非血栓组（*P*值分别为0.015、0.005、0.004和0.026）。血栓组HGB、WBC、中性粒细胞绝对计数及PLT与非血栓组比较差异均无统计学意义。所有患者蛋白C、蛋白S、抗凝血酶Ⅲ、APC抵抗、血脂、狼疮抗凝物等常见易栓因素指标均在正常范围之内，与正常对照组比较差异均无统计学意义（*P*值均\>0.05）；血栓组与非血栓组比较差异亦均无统计学意义（*P*值均\>0.05）。血栓组D-二聚体明显高于非血栓组\[（9.57±14.00）mg/L对（0.56±0.41）mg/L，*P*=0.030\]。

###### 142例阵发性睡眠性血红蛋白尿症（PNH）血栓组和非血栓组患者临床资料比较

  临床特征                  血栓组(21例)        非血栓组(121例)     *P*值
  ------------------------- ------------------- ------------------- -------
  PNH临床分类［例数(%)］                                            0.140
   经典型PNH                7(33.3)             50(41.3)            
   合并其他骨髓衰竭性疾病   14(66.7)            62(51.2)            
   亚临床型PNH              0                   9(7.5)              
  性别［例数(%)］                                                   0.730
   男                       12(57.1)            74(61.2)            
   女                       9(42.9)             47(38.8)            
  年龄［例数(%)］                                                   0.486
   ≤40岁                    13(61.9)            64(52.9)            
   \>40岁                   8(38.1)             57(47.1)            
  网织红细胞比值(%)         4.26(0.87\~10.74)   4.21(0.63\~17.85)   0.690
  RBC(×10^9^/L)             3.03±0.77           2.52±0.88           0.015
  WBC(×10^9^/L)             3.79(1.65\~9.53)    3.38(1.11\~9.48)    0.320
  HGB(g/L)                  85(44\~121)         78(28\~247)         0.120
  PLT(×10^9^/L)             69(17\~623)         110(5\~1 026)       0.280
  LDH(U/L)                  1 175(317\~2 930)   1 103(122\~5 364)   0.260
  粒细胞CD59^−^百分率(%)    91(4\~99)           78(0\~99)           0.005
  红细胞CD55^−^百分率(%)    63(0\~96)           37(0\~95)           0.004
  Flaer^−^细胞百分率(%)     92(4\~99)           83(1\~99)           0.020
  D-二聚体(mg/L)            9.57±14.00          0.56±0.41           0.030
  蛋白C(%)                  101(73\~115)        118(80\~191)        0.200
  蛋白S(%)                  83.80±28.77         101.46±31.26        0.090
  抗凝血酶Ⅲ(%)              117.40±16.82        135.25±18.74        0.060
  活化蛋白C抵抗             2.9(2.5\~3.1)       3.1(2.7\~3.3)       0.090
  狼疮抗凝物                1.08(0.94\~1.70)    1.04(0.10\~1.28)    0.480

注：Flaer：嗜水气单胞菌溶素变异体；非正态分布数据用中位数（范围）表示，正态分布数据用均数±标准差表示

随访期间142例患者中2例死亡，均为血栓组患者，占血栓患者的9.5%，占全部病例的1.41%。其中1例死于反复感染，另1例死于消化道恶性肿瘤。按有无血栓进行分组，经Logistics回归分析发现RBC\[*OR*=1.030（95%*CI* 1.002\~1.049），*P*=0.037\]和PNH克隆大小\[*OR*=2.000（95%*CI* 1.044\~3.835），*P*=0.033\]皆为血栓发生的危险因素。

2．DNA测序结果：检出1例rs199469469位点AAG缺失杂合突变（[图1A](#figure1){ref-type="fig"}），突变率为0.704%；2例患者rs16984852位点GT点突变（[图1B](#figure1){ref-type="fig"}），突变率为1.408%；未发现rs146922325位点突变，存在突变的3例患者均来自非血栓组，血栓组患者未发现以上3个位点的突变。正常对照中3个位点突变率分别为2.424%、0.974%、0.873%。经Fisher精确检验，PNH患者组与正常对照组各位点突变率差异均无统计学意义（*P*值分别为0.190、0.620和0.130）；PNH血栓组与非血栓组各位点突变率差异亦均无统计学意义（rs199469469：0对4.762%，*P*=0.570；rs16984852：0对9.524%，*P*=0.420；rs146922325：0对0，*P*=1.000）。

![阵发性睡眠性血红蛋白尿症患者rs199469469位点（A）及rs16984852位点（B）测序结果（箭头所示为突变位点、虚线框所示为缺失位点）](cjh-37-04-318-g001){#figure1}

讨论 {#s3}
====

PNH是常见的易栓症之一，但PNH患者容易发生血栓的原因至今仍不明确。我们试图从临床特征、常见的血栓危险因素、已经获取的可能的血栓易感基因的分布等方面，进一步探索PNH血栓可能的原因。

我们首先分析了PNH患者血栓组与非血栓组的临床特点。同文献[@b4],[@b11]报道类似，PNH发病年龄相对较低，血栓组和非血栓组在性别、年龄上差异无统计学意义。血栓组与非血栓组相比粒细胞CD59^−^、Flaer^−^及红细胞CD59^−^百分率均明显增高，提示更大的PNH克隆易发血栓。Hoekstra等[@b12]研究显示PNH克隆水平每增高10%，血栓发生的相对危险性增加1.64倍，且PNH克隆大小是PNH患者发生血栓的独立危险因素。有报道显示PNH克隆\>50%患者组的血栓发生率高于PNH克隆\<50%组（*P*\<0.01）[@b13]。具有较大的PNH克隆患者，溶血的比例更高，发生溶血时，游离血红蛋白会产生氧化应激反应直接对血管内皮细胞产生损伤作用，导致炎症反应的内皮下细胞暴露释放组织因子（TF）和血管性血友病因子（VWF）而产生凝血作用。同时，溶血时释放大量游离血红蛋白，产生氧化应激反应消耗掉大量NO。NO有舒张平滑肌而抑制血小板聚集的功能，NO缺乏时会增加凝血复合物的稳定性降低其可溶性，进而易发血栓[@b6]。因此，PNH克隆大小是血栓形成的一个危险因素[@b12],[@b14]。与之相对应的，有文献报道PNH克隆大小与LDH水平有线性关系，LDH\>1.5×正常上限（ULN）患者较LDH≤1.5×ULN组患者发生血栓的概率更大[@b11],[@b14]。但我们的研究提示，血栓组LDH水平虽高于非血栓组，但差异无统计学意义。可能与我们的例数有限或组间差异较大有关。尽管血栓组与非血栓组相比，具有更大的PNH克隆，但两组经典型PNH、合并其他骨髓衰竭性疾病及亚临床型PNH的比例并无明显差异，提示血栓形成可能与PNH临床分类关系并不大，即使一些以再生障碍性贫血表现为主的患者，也可以出现血栓。D-二聚体是反映血栓的重要参数，尽管其受其他因素的影响。本研究结果显示血栓组D-二聚体水平明显高于非血栓组，与文献[@b15]结果一致。血栓组RBC高于非血栓组，且经Logistics回归分析提示RBC和PNH克隆皆为血栓发生的独立危险因素。已有大量研究表明，红细胞数量增多是血栓尤其是动脉血栓形成的高危因素[@b16]，本研究结果提示RBC可能与血栓形成相关。而WBC、PLT可能与血栓形成无明显相关性。目前认为，除前述因素外，PNH患者易发生血栓的可能机制还可能与血小板异常活化有关[@b17]。虽然PNH患者的CD55、CD59锚连蛋白缺陷血小板可以被补体系统攻击而破坏掉，但因余下部分未被清除的正常血小板对补体作用的敏感性增强，并且患者无CD55、CD59缺陷血小板活化功能代偿性增加，活化的血小板通过释放丝氨酸蛋白酶和微粒与中性粒细胞相互作用，并协同活化Ⅹ因子而激活凝血系统，进而产生凝血作用而导致血栓发生[@b6]。但也有研究者认为PNH患者因补体系统的长期攻击作用会导致血小板的数量和反应活性降低[@b18]--[@b19]。我们的数据显示血栓组和非血栓组的PLT差异无统计学意义（*P*=0.282），因此，如果血栓形成有血小板的因素参与，PLT可能不是主要因素，而主要与血小板异常活化后的活性提高有关。

21例血栓组患者中，40岁及以下者高达13例（61.9%），而普通人群静脉血栓的高发年龄为70\~80岁[@b3]，提示PNH患者发生血栓的年龄可能低于普通人群发生血栓年龄。PNH患者并无特殊用药现象，只是在随访过程中发现部分患者有服用激素且因不及时规律随访致使激素减量至停药不及时现象。PNH患者明确血栓的中位时间为PNH确诊后的7（0.5\~67）个月，且主要集中在PNH诊断后的12个月之内（66.7%）。因此我们推测PNH诊断12个月之内是血栓高发期，应该予以高度重视。

以往有研究发现PNH血栓患者的抗磷脂抗体水平高于正常人群[@b7]，但我们常规易栓全套实验室的筛查，并未发现PNH患者蛋白C、蛋白S、抗凝血酶Ⅲ、APC抵抗、血脂、磷脂抗体等常见指标明显异常。因此我们认为，PNH患者可能并不存在其他易栓症患者中先天及后天常见的危险因素。

本组患者血栓发生率高于以往的报道[@b20]，这可能与我们收治的PNH往往为出现各种合并症（包括血栓）的患者有关。本组血栓患者多为静脉血栓，既往对中国人群易发静脉血栓的因素研究发现，与抗凝系统相关基因的多态性和突变与血栓发生密切相关[@b8]。这些多态性和突变虽然并不能使抗凝物质含量低于正常值，但是会使相应抗凝物质活性明显低于无突变对照组，这可能也是血栓发生的原因之一，但目前尚无在PNH患者中进行验证的报道。本研究我们选择了既往发现的与凝血、抗凝系统密切相关的3个基因位点对PNH患者和正常对照进行DNA序列检测，检出4例患者发生突变和多态性，但并未发现血栓组和非血栓组基因突变水平差异存在统计学意义，提示这些在其他静脉血栓中相对常见的突变和多态性在PNH患者中并不常见，可能不是PNH患者易发血栓的重要因素。我们还将对PNH血栓患者的DNA标本进行全基因组测序，以从基因分子层面对PNH易发血栓的机制进行更加全面的分子研究。

总之，我们的研究结果提示，PNH克隆的大小是PNH血栓的独立危险因素\[*OR*=2.000（95% *CI* 1.044\~3.835），*P*=0.033\]，目前常见的易栓的先天及后天获得性危险因素可能并不是PNH患者血栓的危险因素。目前发现的静脉血栓患者的易感基因突变可能也不是PNH血栓的易感因素。除临床特征外，还需进一步寻找PNH可能的分子发病机制。
